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DESCRIPCION

Sistema y procedimiento para la produccién de microparticulas cargadas con farmacos.
Campo técnico

La presente invencion se refiere de forma general al campo de la produccién de microparticulas cargadas con
farmacos, y se refiere especificamente al campo de la produccién de microparticulas que producen una liberacién
sostenida y controlada del firmaco durante un periodo de tiempo. Mds especificamente, la presente invencion se
refiere a un sistema y a un procedimiento para cargar microparticulas con la molécula de adhesion intercelular I[CAM-
1, uno o mas dominios funcionales de la ICAM-1, uno o mds fragmentos bioldgicamente activos de la ICAM-1,
analogos de dichos fragmentos biolégicamente activos de la ICAM-1, y sus combinaciones y derivados funcionales, y
que depositdndose dichas microparticulas en la cavidad nasal y producen una liberacién sostenida y controlada de la
ICAM-1 durante varias horas.

Antecedentes de la invencion

En los ultimos afios, la via nasal ha ido ganando interés como via alternativa para la administracion de fairmacos
activos por via sistemdtica, como péptidos y proteinas. Algunas proteinas, como la molécula de adhesién intercelular
ICAM-1, se liberan mejor a través de la via nasal.

El intervalo del tamafio deseado de las microparticulas que se puede utilizar para liberar farmacos a través de la
via nasal es bastante reducido, es decir, didmetros aerodindmicos de entre 20 ym y 80 um. Si las microparticulas son
demasiado pequefias, es decir, inferiores a aproximadamente 10 um, se pueden dejar llevar por la corriente de aire
hasta la region traqueobronquial. De este modo, las microparticulas que presentan un didmetro inferior a aproximada-
mente 10 um se podrian utilizar para liberar farmacos a través de las vias traqueobronquiales. Si las microparticulas
son demasiado grandes, es decir, superiores a aproximadamente 100 um, entonces las microparticulas se depuran
relativamente rdpido de la via nasal.

La liberacién de farmacos en la mucosa nasal, tanto en acciones tdpicas como sistemadticas, se ve influida por la
duracién del contacto con las particulas cargadas con farmacos. Las preparaciones de atomizadores nasales adminis-
trados utilizando inhaladores de dosis fija con propulsadores o presurizadores se depositan principalmente en la parte
anterior de la cavidad nasal. Esta es una regién en gran parte no ciliada, y la depuracién es relativamente lenta. Gene-
ralmente, la funcién mucociliar depura materiales de los cornetes a la nasofaringe por término medio a una velocidad
de 6 mm/minuto, a una velocidad de flujo que aumenta posteriormente. La depuracion nasal depende del tamaifio de la
particula de las particulas cargadas con farmaco y del lugar de deposicién en el interior de la via nasal. Las particulas
depositadas en la region anterior escasamente ciliada o no ciliada de la cavidad nasal se depuran a una velocidad mas
lenta debido a una lenta resistencia de la mucosidad contigua.

La mayoria de los rinovirus humanos, el mayor agente causal del resfriado comun, utilizan la molécula de ad-
hesion intercelular 1 (ICAM-1) como un receptor en las células huésped. La ICAM-1 es una proteina de membrana
integral con una amplia porcién N-terminal extracelular, un ancla transmembrana, y un dominio citoplasmético corto
C-terminal. La funcién fisiolégica normal de la ICAM-1 es servir como ligando de la unién a la membrana de la
integrina leucocitaria del antigeno asociado a la funcién linfocitaria-1 (LFA-1) y mediador intercelular de adhesién
entre leucocitos y una variedad de tipos de células. (Ver, Greve et. al., “Mechanisms of Receptor-Mediated Rhinovirus
Neutralization Defined by Two Soluble Forms of ICAM-1", J. Virol. 65(11): 6015-6023 (1991)). Como la ICAM-1
se une a los rhinovirus humanos, se ha propuesto una forma truncada de la ICAM-1, la t-ICAM-453, para uso clinico
como un liberador nasal profildctico para las infecciones por rinovirus. Seria deseable minimizar la necesidad de unas
administraciones repetidas proporcionando un aumento del tiempo de contacto de la ICAM-1 en la cavidad nasal.

La tecnologia para la produccién de microparticulas presenta unas aplicaciones amplias para la liberacién de
farmacos. Se han utilizado numerosas técnicas para producir dichas microparticulas, incluyendo la evaporacién con
solvente, y secado por pulverizacion. Una de las técnicas mds simples actualmente disponibles es la preparacién de
microparticulas de alginato cdlcico mediante la extrusién o la pulverizacién de una solucién de alginato sédico en
pequeiias gotitas en una solucién de cloruro célcico.

La aceptabilidad de las microparticulas para la liberacién controlada de formacos, incluyendo las proteinas, en la
via nasal requiere un producto que presenta un didmetro pequefio, es decir, considerablemente inferior a un milimetro,
que pueda ser producido en un tamafio y una distribucién del formaco constantes, y que presente propiedades de
degradacién controladas.

Un procedimiento para la produccion de microparticulas de alginato célcico consiste en dispersar la solucién acuo-
sa de alginato sédico que contiene el formaco en una fase orgénica, se le afiade a continuacioén el cloruro célcico para
endurecer las gotitas formadas por la emulsién. En tal procedimiento de produccién de lotes, se requiere una propor-
cion de 3:2 de dos surfactantes (trioleato sorbitan y poliexietileno trioleato sorbitdn) y una concentracion minima de
aproximadamente el 1% peso/peso (p/p) de surfactante para afiadirla a la mezcla para producir particulas cargadas de
farmaco aceptables. (Ver, por ejemplo, Wan et. al., “Drug Encapsulation in Alginate Microspheres by Emulsification”.
Microencapsulation 9(3):309-316 (1992)). Otras proporciones o concentraciones de mezcla de surfactantes pueden
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afectar al tamaflo, a la forma y al grado de agrupamiento de la microparticula, a la carga del farmaco y a las caracte-
risticas de liberacion del farmaco. Por consiguiente, este procedimiento de preparacion de microparticulas de alginato
célcico es sensible a los tipos de surfactantes y a sus concentraciones.

En procesos de formacién de emulsiones de lotes y técnicas de endurecimiento, se requieren habitualmente sur-
factantes para mejorar el tamafio/la forma de la microparticula y la eficacia de la encapsulacién del farmaco. Los
problemas que probablemente pueden presentarse como resultado de la utilizacion de dichos surfactantes incluyen:
dificultad de lavado de los surfactantes de la formulacién y la mediciéon de niveles residuales; posibles efectos adversos
para la salud causados por cualquier residuo de los surfactantes; dificultad de lavado de los surfactantes de la formula-
ci6én aunque no se filtre el farmaco; y efectos potenciales en la bioadhesién, comportamiento expansivo, y en el perfil
de la liberacién del farmaco de la microparticula.

Las técnicas de formacion de pulverizacion de gotitas para la produccién de microparticulas tienden a produ-
cir particulas grandes, es decir, de mas de un milimetro (1 mm) de didmetro. Aunque las técnicas de formacién de
pulverizacién de gotitas se podrian utilizar para producir microparticulas en el intervalo de tamafio deseado o en-
tre aproximadamente 20 um y 80 um, esta técnica de formacién de gotitas no resulta deseable debido a la dificul-
tad para avanzar en la técnica, la variabilidad de procesos, y la falta de idoneidad para un tratamiento farmacéutico
limpio.

Numerosos productos quimicos, polimeros y agentes de liberacion controlada que se pueden utilizar en la produc-
cion de microesferas son bien conocidos y estan disponibles comercialmente. Los ejemplos de materiales utilizados
para la elaboracién de microesferas por aplicacién nasal son: polimeros de celulosa, especificamente éteres alquilo de
cadena corta de celulosa, almiddn, gelatina, coldgeno, dextrano y derivados del dextrano, polimeros proteicos, como
albimina, cromoglicato disédico, sephadex, o DEAE-sephadex. Estos pueden incluir mezclas o recubrimientos con
otros materiales como 4cidos poliacrilicos, para mejorar las propiedades biodhesivas y de liberacién controlada de las
microesferas. (Ver, por ejemplo, patente US n°® 5.204.108 para [llum.).

Se conocen otros materiales que se pueden utilizar en la produccién de microparticulas e incluyen alginatos, goma
xantan y goma gellan, entre otros. Las tres sustancias son eficaces como recubrimientos entéricos. Se sabe que los
alginatos producen peliculas uniformes, con aplicaciones en la industria tan diversas como recubrimientos de papel,
impresion textil, y alimentos. La pelicula de alginato resulta particularmente ttil como recubrimiento entérico porque
es aplica normalmente en forma de sodio soluble, que después se convierte a la forma de 4cido alginico insoluble por
los fluidos gastricos. Se han realizado mejoras mediante la combinacién de alginato sédico con alginato calcico en
comprimidos que contienen una carga elevada de farmaco.

Los alginatos también se han utilizado en suspensiones fluidas durante muchos afios debido a su capacidad de
formar un gel al entrar en contacto con los fluidos géstricos. Ademas, las perlitas de gel de alginato cdlcico suelen
contener una variedad de sustancias, como aromas en la industria alimentaria, enzimas para birreactores, células vivas,
y organismos vivos. El alginato célcico es particularmente preferido por las condiciones moderadas utilizadas en su
produccioén y la no toxicidad de sus reactivos.

Alginato es un término colectivo para una familia de copolimeros que contienen residuos enlace 3-1,4-D-manuré-
nico y a-L-4cido gulurénico en proporciones variables y una colocacion secuencial. El alginato forma geles con iones
divalentes como el calcio, y las propiedades de formacion del gel estan fuertemente correlacionadas con la proporcién
y las longitudes de los bloques contiguos de residuos de dcido L-gulurénico en las cadenas poliméricas. Las propie-
dades de los alginatos se describen en Martinsen et. al., “Alginate as Immobilization Material,” Biotechnol. Bioeng.
33:79-89 (1989).

A pesar de que existen varios informes sobre la utilizacién de perlitas de alginatos para microencapsular péptidos
y proteinas, practicamente todos los informes indican tamafios de perlitas superiores a 100 ym de didmetro. Ademads,
practicamente en todos los informes las perlitas de gel de alginato se preparan vertiendo una solucién de alginato
sddico en una solucién acuosa de cloruro célcico para formar las perlitas. A pesar de que este procedimiento produce
perlitas microencapsuladas, la dificultad en el control de las condiciones operativas para producir microparticulas en el
intervalo de tamafio deseado, la dificultad para avanzar, la falta de idoneidad de un procesamiento farmacéutico limpio
hace que dichos procedimientos sean poco viables para la produccion comercial de microparticulas que contengan
proteinas como la ICAM-1.

La preparacion de microesferas cargadas de fairmaco se describe de forma general en la patente US n° 5.204.108
para Illum. En esa patente, los agentes activos se incorporan a las microesferas realizadas en gelatina, albimina,
coldgeno, dextrano y derivados del dextrano. Las microesfereas finales se reticulan y se procesan finalmente para la
aplicacién transmucosa. Sin embargo, todavia existe la necesidad de unas microesfereas que apliquen un fairmaco en
la via nasal para la liberacién prolongada controlada del farmaco en la via y que no cruce a la barrera mucosa ni se
depuren de la via.

Por consiguiente, todavia existe la necesidad de un procedimiento y de un sistema para la produccién de micropar-
ticulas cargadas con farmacos, péptidos o proteinas que se pueda utilizar para la liberacién sostenida controlada del
farmaco o de la proteina. El procedimiento y sistema preferido deberia producir microparticulas de forma fiable para la
aplicacién del farmaco en la via nasal que presenten una carga previsible, que estén dentro de un intervalo de tamafio
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de entre aproximadamente 20 ym y aproximadamente 80 um, con aproximadamente un 80% a aproximadamente un
100% de recuperacion, y sin una pérdida significativa de la eficacia del farmaco.

El documento WO 96 03142A describe una composicién para la aplicacion del formaco para la administracién na-
sal de agentes antivirales. E1 documento WO 93 06842A describe la utilizacion de moléculas de adhesion intercelular
y sus ligandos de unién en el tratamiento del asma. El documento WO 91 06282A describe composiciones de peque-
fias particulas de farmaco. La patente US n°® 5476663 describe microcdpsulas producidas mediante la preparacion de
una emulsién de agua en aceite.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a un sistema y a un procedimiento para la preparaciéon de microparticulas de
alginato cargadas con un farmaco, incluyendo una proteina como la molécula de adhesién intercelular ICAM-1, que
se puede aplicar a través de la via nasal.

Segtin un aspecto de la invencién se proporciona un aparato para formar las microparticulas cargadas con un far-
maco, que comprende: una primera cimara de mezcla, dicha primera cdmara comprende un primer orificio adaptado
para introducir axialmente en dicha primera cimara de mezcla, una primera corriente de una primera solucién que
comprende unas cantidades predeterminadas de dicho fdrmaco y un polimero formador de microparticulas; y un se-
gundo orificio préximo a dicho primer orificio adaptado para introducir una segunda corriente de un emulsionante en
dicha primera corriente, para formar una emulsién en dicha primera cimara de mezcla, dicho segundo orificio presen-
ta un didmetro y una orientacién a dicha primera cdmara de mezcla en la que dicha segunda corriente esta dirigida a
romper dicha primera solucién en particulas pequeiias, y dicho segundo orificio influye en dicha segunda corriente y
dicha primera corriente para formar dichas particulas pequefias y para moverse en una trayectoria helicoidal en dicha
primera cdmara de mezcla; y una segunda cimara de mezcla, axialmente adyacente a dicha primera cimara de mezcla,
que incluye un tercer orificio adaptado para introducir una solucién de reticulacién, dicha solucién de reticulacién
contiene una cantidad predeterminada de un agente reticulante en un solvente de reticulacién, en dicha segunda cama-
ra de mezcla, dicho tercer orificio presenta un didmetro y una orientacion a dicha segunda cdmara de mezcla en la que
dicho agente reticulante se inyecta de forma ortogonal a y desplazada con respecto un eje de dicha segunda cdmara
de mezcla, en la que dicho agente reticulante es dirigido por dicho tercer orificio en dicha primera corriente y dicha
segunda corriente creando una flujo helicoidal turbulento.

Segtin otro aspecto de la invencidn se proporciona un procedimiento para la produccién de microparticulas cargadas
con fdrmaco, que comprenden las fases de: introduccién de una corriente que comprende un alginato y el farmaco a
una velocidad de flujo predeterminada en una primera cdmara de mezcla para formar gotitas de alginato que contienen
el farmaco; introduccién de una corriente de un emulsionante a una velocidad de flujo predeterminada en dicha primera
camara de mezcla; formando una emulsion de dichas gotitas de alginato y dicho emulsionante en dicha primera cimara
de mezcla; y transportar dicha emulsién desde dicha primera cdmara de mezcla a un recipiente que contiene una
cantidad de un agente reticulante.

Se describe un sistema que comprende un sistema de flujo semicontinuo que mezcla, una corriente de alginato, mas
preferentemente un alginato sédico de baja viscosidad cargado con farmaco (LVCR), con una corriente de emulsio-
nante para formar una emulsién en una cdmara de mezcla. En un punto inferior ya sea en la misma cdmara de mezcla
o bien en un adyacente, se afiade a la emulsién una corriente que contiene un agente reticulante, como una sal célcica.
En el proceso de reticulacidn, el sodio del alginato sddico se sustituye por calcio, para formar unas microparticulas de
alginato célcico insolubles en agua cargadas con el fairmaco. Después de la recoleccién, las microparticulas se filtran,
se lavan, se secan en un horno de vacio y, si es necesario, se disgregan utilizando una ligera presion para producir
microparticulas cargadas con farmaco individuales que se pueden aplicar a través de la via nasal.

El sistema y el procedimiento de una forma de realizacién producen microparticulas que presentan didmetros
aerodindmicos de entre aproximadamente 20 ym y aproximadamente 80 um, con un didmetro aerodindmico medio de
la masa (DAMM) preferentemente entre aproximadamente 40 um y aproximadamente 50 um con una carga de [ICAM-
1 de aproximadamente el 10% en peso. El rendimiento del sistema alcanza hasta aproximadamente el 100%.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una representacién esquematica de una seccién transversal longitudinal de un bloque de
mezcla representativo de la forma de realizacion de la presente invencion.

La Figura 2 un esquema de un procedimiento y un sistema que materializa la presente invencion.
La Figura 3 es un diagrama de flujo de una forma de realizacion del procedimiento de la presente invencion.

La Figura 4 muestra una representacion esquematica en una seccion transversal longitudinal de un bloque de
mezcla representativo que materializa la presente invencion.

La Figura 4A muestra en una seccién transversal longitudinal el bloque de mezcla de la Figura 4, con tuberias y
mylar adecuados.
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La Figura 4B es una seccidn transversal tomada a lo largo de las lineas 4B-4B de la Figura 4A.
La Figura 4C es una seccidn transversal tomada a lo largo de las lineas 4C-4C de la Figura 4A.

La Figura 5 muestra en una seccion transversal longitudinal un segundo bloque de mezcla representativo con la
segunda cdmara de mezcla de un sistema que materializa la presente invencion.

La Figura 6 muestra en una seccién transversal longitudinal un segundo bloque de mezcla representativo con la
segunda cdmara de mezcla de un sistema que materializa la presente invencion.

Descripcion de las formas de realizacién especificas

La presente invencion se refiere a un sistema y a un procedimiento nuevos para la produccién de microparticulas
cargadas con un farmaco o proteina deseado, como la ICAM-1, que se puede administrar a través de la via nasal para
una liberacién controlada del farmaco.

La mayoria de los sistemas de administracién de firmacos que utilizan la via nasal, buscan aumentar la transfe-
rencia sistémica del farmaco. El mecanismo de la molécula de adhesién intercelular de la proteina ICAM-1 requiere
que la particula permanezca en la superficie de la via nasal, sin ser absorbida dentro del sistema del huésped y sin ser
depurada por el eficiente sistema de depuracién nasal. Por consiguiente, para la ICAM-1, es importante identificar un
sistema para la producciéon de microparticulas de ICAM-1 cargadas que se puedan transportar a una via nasal, y que
permanezcan en la via durante un tiempo suficiente para permitir que la molécula de ICAM-1 se una a la molécula del
rinovirus diana antes de que la ICAM-1 sea absorbida o bien depurada.

El sistema descrito en el presente documento produce particulas microesféricas de forma fiable que presentan dia-
metros aerodindmicos en un intervalo de entre aproximadamente 20 ym y aproximadamente 80 um, preferentemente
con un AMMD en un intervalo de entre aproximadamente 40 ym y aproximadamente 50 ym, y con una carga del
farmaco aproximada de un 10% en peso y una tasa de recuperacién de la ICAM-1 superior a aproximadamente el
80%.

Haciendo referencia a la Figura 4 de las figuras, una forma de realizacién preferida del sistema de la invencién
generalmente comprende un bloque de mezcla que presenta una primera y una segunda cdmaras de mezcla cilindricas
conectadas axialmente dispuestas en el mismo. El didmetro de la segunda cdmara es preferentemente algo mas grande
que el de la primera cdmara. Una primera corriente de la solucién fadrmaco/polimero se introduce axialmente en la
primera cdmara a través de un primer orificio axial longitudinal localizado en la pared final de la primera cdmara
distante de la segunda cdmara. Una segunda corriente de emulsionante se introduce en la primera cdmara a través de
un segundo orificio, en posicién adyacente al mismo final de la primera cdmara en el primer orificio para inyectar
la segunda corriente sustancialmente ortogonal a y desplazada respecto a la primera corriente. Preferentemente el
segundo orificio estd dispuesto para inyectar la segunda corriente tangencialmente a la pared cilindrica de la primera
cdmara. Fl final de la segunda cdmara cilindrica opuesta a la primera cdmara se abre para que el liquido pueda salir de
la segunda cdmara suavemente, sin efectos remolino.

Las velocidades de flujo de las primera y segunda corrientes y las dimensiones de las primera y segunda cdmaras
son tales que ambas cdmaras se llenan con los liquidos inyectados. Por consiguiente, los liquidos inyectados fluyen
del primer y segundo orificio a través de las primera y segunda cdmaras y fuera de un tercer orificio formado por el
final abierto de la segunda cdmara. La corriente emulsionante inyectada tangencialmente a través del segundo orificio
presenta asimismo un componente de velocidad axial de flujo del liquido a través de las cdmaras, resultando de ese
modo generalmente en una trayectoria helicoidal. Esto da como resultado una turbulencia controlada en la primera
cémara suficiente para crear una emulsion de gotitas formadas por la solucién farmaco/polimero en contacto con el
emulsionante al entrar en la primera cdmara, pero sin reducir significativamente el tamafio de las gotitas formadas
inicialmente.

En la segunda camara las gotitas estdn reticuladas mediante un agente reticulante que se introduce a través de
un cuarto orificio situado de tal forma que se inyecta una corriente de solucién de reticulacién incluyendo el agente
reticulante a la segunda cdmara ortogonal a y desplazada respeto al eje longitudinal de la segunda cdmara. Preferente-
mente, el cuarto orificio estd posicionado para inyectar la corriente reticulada tangencialmente a la pared cilindrica de
la segunda cdmara para crear un flujo helicoidal turbulento del agente reticulante.

Varios pardmetros afectan potencialmente al éxito de dicho sistema. Por ejemplo, las propiedades del solvente, co-
mo la polaridad y la hidrofilia, presentan un impacto potencial en la miscibilidad, la carga del farmaco, y la interaccién
con la emulsién acuosa. Las velocidades de flujo en las cdmaras de mezcla del sistema presentan un efecto potencial
en las caracteristicas de la mezcla y la turbulencia dentro del bloque de mezcla, que afectan sucesivamente al tamafio
de la microparticula, la distribucién del tamafio de las microparticulas y la probabilidad de agrupamiento dentro de las
cédmaras de mezcla. La concentracion del agente reticulante presenta un efecto potencial en la velocidad y minucio-
sidad del proceso de reticulacién. Los procesos de lavado y filtrado presentan un efecto potencial en la filtracién del
farmaco, la pérdida de particulas pequeiias y la aglomeracién de microparticulas.
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Tal como se utilizan en el presente documento, las abreviaciones y los términos siguientes comprenden, pero no
son necesariamente limitativos, las definiciones siguientes:

“ICAM-1" se referird a la molécula de adhesion intercelular ICAM-1, y se utiliza para describir tanto las formas
de tamafio completo (trans-membrana) como truncado (no trans-membrana) de la ICAM-1, fragmentos especificos
biolégicamente activos, y combinaciones andlogas funcionales y sus derivados, e incluye especificamente la t-ICAM-
453.

“LVCR” se referird a alginato sédico de baja viscosidad.

“Microparticula” se referird a una pequefa aglomeracion, sustancialmente sélida de un farmaco diana y un poli-
mero que presentan un didmetro de entre aproximadamente 20 ym y aproximadamente 80 um, y que son de tamafio y
distribucién del farmaco constantes y con propiedades de degradacién controladas.

“Nimero de Reynolds” es un nimero adimensional que es significativo en el disefio de un modelo de cualquier
sistema en el que el efecto de la viscosidad es importante para controlar las velocidades o el patrén de flujo de un
fluido, expresado por la férmula:

DVL
u

en la que D equivale a la densidad de un fluido, V equivale a la velocidad del fluido, L equivale al didmetro del orificio
o la cdmara a través de la cual el fluido se mueve, y u equivale a la viscosidad del fluido.

“Alginato” se referird a una familia de copolimeros que contienen residuos enlace 8-1,4-3-D-manurénico y a-
L-4cido gulurénico en proporciones variables y una colocacién secuencial.

“Farmaco” se referird a cualquier sustancia que tiene por objeto su utilizacion en el diagndstico, la cura, la mitiga-
cion, el tratamiento o la prevencién de una enfermedad, incluyendo cualquier tipo de proteinas activas farmacolégica-
mente y péptidos, e incluyendo moléculas pequenas, hormonas, polipéptidos, vacunas, y sus componentes.

“Emulsion” se referird al resultado de la combinacién de dos liquidos inmiscibles, como acetato etilo y LVCR, en
el que un liquido se dispersa como gotitas pequefias en el otro liquido.

La forma de realizacion del sistema de la invencion ilustrada en una seccién transversal en la Figura 1, es un sistema
de flujo semicontinuo que comprende un bloque de mezcla (100) que presenta unas camaras de mezcla cilindricas
conectadas axialmente (102, 108) y orificios (104, 106, 110) alli formados. Tal como se muestra en la Figura 1, el
bloque de mezcla (100) incluye un primer bloque de mezcla (132) con una primera cdmara de mezcla (102) alli, y un
segundo bloque de mezcla (134) con una segunda camara de mezcla (108) alli. La segunda cdmara de mezcla (108)
comprende una pluralidad de vias (110, 113) para que la emulsién y una solucién reticulada pasen a través de ellas.
Los dos bloques (132, 134) pueden ser bloques separados que se unen mediante tubos flexibles o por una via rigida.
Alternativamente, y como se trata a continuacién en la Figura 4, las dos camaras de mezcla (102, 108) se pueden
incorporar a un solo bloque de mezcla.

En una forma de realizacién preferida, los bloques de mezcla (132, 134) se forman a partir de un material no me-
talico, como Teflon™ o Delrin™, generalmente ambos disponibles comercialmente. Alternativamente, las superficies
interiores de las cdmaras de mezcla (102, 108) se pueden recubrir con o formarse a partir de un material no pegajoso,
como Teflon™ o Delrin™, u otro material sintético no humectante, ya que el alginato sédico o célcico puede precipitar
en superficies metalicas, lo que podria llevar a un bloqueo de uno o mas orificios (104, 106, 110, 113) si tuvieran su-
perficies metdlicas. Por ejemplo, cuando una solucién de reticulacién que contiene sal célcica en acetona o etanol entra
en contacto con un polimero en presencia del metal, los efectos del metal de la superficie causan la aglomeracién de
las microparticulas y la obstruccién de los orificios. Otra alternativa serfa utilizar la insercién de un tubo de Teflon™
en las cdmaras (102, 108, 110) y un tercer orificio interior (113) para reducir los efectos de la superficie con el metal.

En una forma de realizacion, la segunda cdmara de mezcla (108) comprende un mezclador estatico en linea (112)
para aumentar la turbulencia en esta cdmara (108). El mezclador (112) puede ser una hélice con filos cortantes que
proporciona una via intrincada para el flujo entrante de la emulsién. Se pueden utilizar otros dispositivos para aumentar
el flujo de la emulsion a través y/o en la segunda cdmara (108) y para aumentar la turbulencia dentro de esa cdmara
(108). Sin embargo, puede ser posible crear la suficiente turbulencia sin aparatos de mezcla adicionales mediante el
ajuste de las velocidades de flujo de las corrientes a través de varios orificios (104, 106, 110, 113).

El bloque de mezcla (100) puede ser de cualquier tamafio apropiado para la produccion a escala comercial. En
la forma de realizacién ilustrada en la Figura 4, el bloque sélido (400) estd realizado en Delrin™, y mide aproxima-
damente 7,6 cm por 5,1 cm por 5,1 cm. En esa forma de realizacion, el didmetro de la cdmara delantera (404) es de
0,32 cm (0,125 pulgadas), y el didmetro de de la cdmara mds ancha (406) es de 0,48 cm (0,19 pulgadas). La longitud
total interior de la cdmara (402) es de aproximadamente 8,4 cm (3,5 pulgadas). Se pueden utilizar otros tamaiios, si
se desea, con los ajustes de pardmetros apropiados. En esa forma de realizacion ilustrada, el bloque de mezcla (400)
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presenta una sola cdmara de mezcla (402), con un primer sector de “asa” (404) y un sector mas largo (406). Las flechas
indican la direccién en que la corriente fluye dentro y fuera de la cdmara (402). La longitud total del bloque de mezcla
(400) es de aproximadamente 5,1 cm, y el sector estrecho de la cdmara de mezcla (404) es de aproximadamente 0,32
cm de didmetro, ensanchdndose hasta aproximadamente 0,48 cm de didmetro en el sector mds largo (406).

Bésicamente, un primer orificio (104) se extiende a lo largo del horizontal del bloque (100). Una solucién de
farmaco(polimero, expuesta con mayor detalle a continuacién, se introduce a una velocidad de flujo predeterminada
a través del primer orificio (104) y al interior de la primera cdmara de mezcla (102). Un segundo orificio (106) se
posiciona esencialmente de manera ortogonal a la pared interior de la primera camara (102) y desplazado respecto
a la linea del flujo de corriente del primer orificio (104). Se introduce un emulsionante a una velocidad de flujo
predeterminada a través de este orificio (106) y al interior de la primera cdmara de mezcla (102) para formar una
emulsion con la solucién farmaco/polimero dentro de la primera cdmara de mezcla (102). En la forma de realizacién
ilustrada de la Figura 4, ambos orificios (408, 410) presentan el mismo didmetro interior de 0,034 cm.

Es posible modificar el didmetro interior de un orificio sobre el otro y ajustar las velocidades de flujo relativas de
los dos componentes y aun asi conseguir microparticulas de un didmetro medio deseado. Un pequefio cambio en el
didmetro interior de un orificio puede afectar la turbulencia, expresada por el nimero Reynolds, y de este modo afectar
al tamafio de las microparticulas resultantes.

El orificio (412) a través del cual se introduce la solucion de reticulaciéon estd desplazado respecto a la linea
de la corriente de la emulsion, y presenta un didmetro ligeramente mas largo que los otros dos orificios, es decir,
aproximadamente 0,16 cm.

Tal como se ilustra en la Figura 4A, que estd ampliada y no dibujada a escala, cada orificio presenta un tubo hilado
normal (NPT) accesorios (452) como accesorios Swagelok®, equipamiento de tuberfa (450) que lleva a la cdmara de
mezcla (402). En la ilustracién de este ejemplo, la tuberia (450) se asegura con un accesorio NPT (452) a cada uno
de los orificios (408, 410, 412). En los orificios (408, 410), el didmetro del orificio es preferentemente mas pequefio
que el didmetro interior de la tuberia de forma que no exista interrupcion del flujo de la solucién farmaco/polimero al
entrar en la cimara (402).

La turbulencia creada por las corrientes del flujo de la solucién respectivas desde los orificios (408, 410) ayuda a
asegurar que la mayor parte del polimero entre en contacto con el emulsionante. A medida que la emulsién se forma,
se desplazada al interior del sector mds largo de la cdmara de mezcla (406), donde encuentra una corriente de agente
reticulante fluyendo del orificio terciario (412). La turbulencia generada en ese sector de la cdmara de mezcla (406)
es generada por la corriente de la solucién de reticulacion y el flujo de la emulsion del sector del asa de la camara de
mezcla (404). Las microparticulas y el solvente resultantes se expresan después a través del orificio de salida (414) del
sector mds largo de la cdmara (406).

La Figura 4C, que estd ampliada y no dibujada a escala, muestra la cimara de mezcla (404) en una seccion trans-
versal. En esta forma de realizacidn ilustrada, el primer orificio (408) se extiende por el eje longitudinal e introduce
la corriente de la solucidn farmaco/polimero en la parte del “asa” (404) de la cdmara. El segundo orificio (410), a
través del cual se introduce un emulsionante, se alinea de tal forma que la pared exterior del segundo orificio (410)
es ortogonal a la pared interior de la cdmara (404), para introducir la corriente emulsionante de forma tangencial a la
corriente de la solucién farmaco/polimero. Tal como se ilustra, el segundo orificio (410) estd desplazado respecto a la
alineacion del primer orificio (408).

La cantidad desplazada respecto a segundo orificio (410) desde el primer orificio (408) es suficiente para generar
una turbulencia dentro de la cimara (404) de gotitas de farmaco/polimero y emulsionante. Mdas preferentemente, las
corrientes respectivas desde los orificios (408) y (410) no se cruzan. El movimiento hacia delante de la corriente del
orificio (408), combinado con el movimiento tangencial de la corriente del orificio (410) forma una via helicoidal a
través de la parte mas estrecha (404) de la cdmara y al interior de la parte mas larga (406) de la cdmara, y por dltimo
fuera del orificio de salida del bloque (414).

De forma similar, y como se muestra en la Figura 4B, el tercer orificio (412) se dispone sustancialmente ortogonal
a la cdmara interior (406) y desplazado respecto a la corriente de la emulsién que entra en la cdmara (406).

La introduccioén tanto de la solucién farmaco/polimero como del emulsionante, por el mismo eje, es decir, la intro-
duccidn coaxial de las dos soluciones en la primera cimara de mezcla no produce microparticulas del tamafio deseado.
La cantidad de turbulencia establecida en el interior de la primera cdmara de mezcla (102) esta afectada por la direccién
de introduccién de la solucién emulsionante y la solucién farmaco/polimero. La introduccién de la corriente emul-
sionante sustancialmente tangencial a la pared de la cdmara (102) y desplazada respecto a la corriente de la solucién
farmaco/polimero crea suficiente turbulencia para producir microparticulas dentro del intervalo de tamafio deseado.

La Figura 5 muestra una forma de realizacion alternativa de un segundo bloque de mezcla (500) que contiene una
segunda cdmara de mezcla (502) para introducir una corriente de agente reticulante en una emulsion que se desplaza
desde una primera cdmara de mezcla (no mostrada) a la segunda cdmara de mezcla (502) a través de un orificio de
entrada (506). En la forma de realizacién ilustrada, se utiliza un disefio de un tubo corto estdndar para introducir la
emulsion desde la primera cdmara de mezcla (no mostrada) a la segunda cdmara de mezcla (502).
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El didmetro de la cdmara de mezcla ilustrada (502) es de aproximadamente 0,95 cm. El orificio (504) esté dispuesto
para introducir el agente reticulante tangencial a la pared cilindrica del mismo, produciendo de este modo un flujo
turbulento helicoidal en el interior. El orificio (504) no es colateral al orificio (506) a través del cual la emulsion entra
en la cdmara.

La Figura 6 ilustra una forma de realizacion alternativa de un segundo bloque de mezcla (600) que contiene una
segunda camara de mezcla (602) en cuyo interior se introducen el agente reticulante y la emulsion. En esta forma de
realizacion, se utiliza un tubo T anular de mezcla (604) para introducir la emulsién desde la primera cdmara de mezcla
(no mostrada) a la segunda cdmara de mezcla (602).

El didmetro exterior del tubo T anular (604) es de aproximadamente 0,64 cm, y el didmetro interior de la cdmara
de mezcla (602) es de aproximadamente 0,95 cm. El didmetro del orificio (606) a través del cual se introduce el agente
reticulante es de aproximadamente 0,95 cm.

En una forma de realizacién preferida, un polimero de bajo peso molecular (LVCR) se utiliza como polimero, y la
ICAM-1 se utiliza como farmaco. El LVCR se disuelve en agua a una concentracién de aproximadamente el 1% p/p,
y se aflade la ICAM-1 hasta una concentracion final de ICAM-1 de 0,11% p/p. Esto lleva a la carga tedrica de ICAM-
1 en el producto final de aproximadamente el 5%-15%, mds preferentemente aproximadamente el 10%. Se pueden
utilizar otros porcentajes tanto de polimero como de farmaco, dependiendo de las velocidades de flujo, del polimero
especifico, y del farmaco especifico que se haya cargado. La solucién farmaco/polimero también puede contener sales
tampo6n del tipo apropiado para el farmaco en particular. Por ejemplo, se puede utilizar un tamp6n TRIS o histidina en
la preparacion y almacenaje de la ICAM-1, de este modo las sales de esos tampones estardn presentes en la solucién
LVCR. Estos tampones también se pueden afiadir a la solucién farmaco/polimero para controlar el pH y la posible
degradacion de la ICAM-1.

El polimero preferido utilizado para formar las microparticulas es alginato sédico, disponible comercialmente en
Merck & Co., Inc. (Kelco Division, U.S.A., Rahway, N.J.) y mds preferentemente un alginato sédico de bajo peso
molecular. Los alginatos sédicos se pueden utilizar en la puesta en préctica de la presente invencién incluyen: Keltone
HV™, Keltone LV™, Kelgin HV™, Kelgin MV™, Kelgin LV™, Manucol DMF™, Manucol DH™, Manucol LD™,
y Manugel DMB™, todos ellos disponibles comercialmente en Merck & Co., Kelco Division, U.S.A. Otros alginatos
estan disponibles en Kabul Chemical Col o Pronota Biopolymers.

Se pueden utilizar otros polimeros en la puesta en practica de la presente invencién que presentan las caracteristicas
de liberacion deseadas para el fairmaco que se libera a partir de las microparticulas, o que presentan propiedades
bioadhesivas deseadas apropiadas para un fairmaco o un sistema de administracién en particular.

Se pueden utilizar otros polimeros en la solucién del firmaco que pueden incluir alginato célcico sodico, alginato
potasico, alginatos de propilenglicol, goma xantan, y goma gellan, polimeros hidrofilicos de celulosa, y proteinas
naturales, y polimeros sintéticos, entre otros. La seleccién de un polimero dependerd del farmaco que se estd cargando.

Un farmaco utilizado en una forma de realizacion preferida del sistema de la invencion es la t-ICAM-453, que fue
proporcionada por Bayer Corporation, Pittsburg, PA, como un 1-2% de solucién t-ICAM-453 tamponada con TRIS-
HCI. El farmaco puede presentarse inicialmente congelado, congelado en seco o en una solucién tamponada a una
concentracion apropiada para el farmaco en particular. Las muestras de foirmaco congelado se afiaden después a la
solucién de LVCR u otra solucién de polimero apropiada.

En la puesta en prictica de la presente invencion, y haciendo referencia a la Figura 1, la solucién farmaco/polimero
se bombea al interior de la primera cdmara de mezcla (102) a través de un tubo (no mostrado), preferentemente
realizado en Teflon™ u otro material no metélico, a través del primer orificio (104). El tubo estd sujeto dentro del
orificio (104) en una punta, y estd conectado a una bomba de control de flujo (no mostrada) en la otra punta. La
solucién farmaco/polimero se introduce en la primera cimara de mezcla (102) a una velocidad de flujo predeterminada
que produce una turbulencia dentro de la primera cdmara suficiente para crear gotitas de polimero sin reducir de forma
significativa el tamafio de las particulas.

Se introduce sustancialmente de forma simultdnea un emulsionante en la primera cdmara de mezcla (102) a través
de un tubo (no mostrado) sujeto dentro del segundo orificio (106) por una punta y controlado por una bomba de control
de flujo (no mostrada) en la otra punta. En una forma de realizacién preferida para la produccién de microparticulas
cargadas con ICAM-1, el emulsionante es acetato de etilo, y mds preferentemente un acetato etilo hiimedo (aproxima-
damente 2,8-3%). El emulsionante preferentemente se satura (con agua) para evitar que el emulsionante deshidrate la
solucién basada en agua y provoque un aumento de concentracion debido a las interacciones de fases entre el emul-
sionante y la solucién farmaco/polimero. Especificamente, cuando se utiliza acetato de etilo en un sistema de ICAM-
1, el agua de la solucién farmaco/polimero es soluble en el acetato de etilo en concentraciones inferiores a 3%. En ese
caso, el acetato de etilo deshidrata la emulsién de alginato y produce un gel altamente viscoso. Este problema puede
resolverse mediante la prehumidificacion del acetato de etilo a un nivel de aproximadamente 2,8% o superior antes
de la utilizacién. En otras formas de realizacién cuando el firmaco no se presenta en un solvente basado en agua, es
posible utilizar otros emulsionantes no saturados y no interactivos.
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En la forma de realizacién de la ICAM-1 de la presente invencion, se prefiere el acetato de etilo como solvente
formador de la emulsién porque sélo es parcialmente miscible en agua, es completamente miscible con los agentes
reticulantes, tratado con mayor detalle a continuacién y tiene categoria de GRAS (es decir, Generalmente Reconocido
como Seguro) en el estado de calidad alimenticia, presenta un gran pureza, y no es caro.

En un sistema que se utiliza acetona/etanol al 70/30 como solvente de reticulacion y que se utiliza una concentra-
cion de solucion de TRIS de 0,5mM en muestras tamponadas LVCR/ICAM-1 resulta en una carga teérica de ICAM-
1 del 66%. Utilizando una muestra tamponada de TRIS 10mM resulta en una carga teérica de ICAM-1 del 100%. El
efecto de la concentracion de tampon en la carga de ICAM-1 en un sistema de etanol puro no es tan espectacular. Bajo
condiciones de funcionamiento idénticas, un tampé6n TRIS 0,5 mM produce un 67% de carga de ICAM-1 y un tamp6n
de TRIS 10 mM produce un 65% de carga de ICAM-1.

En la puesta en préictica de la presente invencién, una solucién de tampén puede inicialmente pasar a través del
orificio (104) a la primera cdmara de mezcla (102) antes de la introduccién tanto de la solucién farmaco/polimero
como del emulsionante para preparar el llenado de la cdmara de mezcla y para cebar las bombas asociadas con el
sistema. Cuando se introducen simultdneamente tanto la solucién y el emulsionante en la primera cdmara de mezcla
(102) a través de dos orificios (104, 106), se forma una emulsién. La turbulencia creada en el interior del primer bloque
de mezcla (102) por la contrarrestacion de las corrientes de las soluciones que entran en el primer bloque de mezcla
(102) rompe el liquido secundario (es decir, el LVCR) en gotitas individuales. El tamafio de las gotitas depende de
la cantidad de turbulencia en la cdmara y de las propiedades de ambos liquidos, que estd relacionado con el nimero
Reynolds del sistema en la cimara. Cuanto mayor sea el nimero Reynolds, menor seré el tamafio de la microparticula.
Ademds, cuanto mds viscosas sean las dos soluciones, habrd mayor dificultad para crear turbulencia.

Una vez que las microparticulas se forman en la primera cdmara de mezcla (102), fluyen a una segunda cdmara de
mezcla (108). La segunda cdmara de mezcla (108) es preferentemente adyacente al primer bloque de mezcla (102),
para facilitar el flujo de la emulsidn que contiene las microparticulas. En una forma de realizacién preferida, la segunda
cdmara de mezcla (108) es contigua a la primera cdmara de mezcla (102), como se ilustra en la Figura 1.

Si la segunda cdmara de mezcla (108) no es contigua a la primera cdmara de mezcla (102), entonces la emulsion
se puede transferir de la primera cdmara de mezcla (102) a una segunda cdmara de mezcla ampliada que contiene
una cantidad de un agente reticulante. En dicha forma de realizacidn, la reticulacién se produce esencialmente simul-
tdneamente, es decir, en menos de 2 segundos; sin embargo, el tiempo de estancia en la cdmara se puede extender
desde pocas horas hasta algunos dias, dependiendo de la composicién de la microparticula y del agente reticulante
para deshidratar mds las microparticulas.

Si la segunda cdmara de mezcla (108) es contigua a la primera cimara de mezcla (102), como se ilustra en la
Figura 1, la emulsién se transfiere directamente desde la primera cdmara de mezcla (102) a la segunda cdmara de
mezcla (108). Al entrar la emulsion en la camara (108) a través del tercer orificio (113), se introduce una corriente
de solucién de agente reticulante a una velocidad de flujo predeterminada en la segunda cdmara de mezcla (108) a
través de un cuarto orificio (110). En una forma de realizacion preferida, el cuarto orificio (110) es perpendicular al
eje longitudinal de la cimara de mezcla (108) y estd desplazado respecto a la linea de la corriente de la emulsion, para
la introduccién de la corriente de reticulacion esencialmente tangencial al flujo de la emulsién.

Un pardmetro importante para la preparacion con éxito de las microparticulas que presentan el didmetro medio y
las propiedades de carga del farmaco deseadas es la velocidad de flujo de las soluciones introducidas en las cdmaras
de mezcla. En el sistema descrito en el Ejemplo 1 para producir microparticulas de alginato cargadas con ICAM-
1, la velocidad de flujo de la solucién farmaco/polimero a la primera cdmara de mezcla es de entre 5 y 10 ml/min,
y el emulsionante se introduce en la primera cdmara de mezcla a una velocidad de flujo de entre aproximadamente
50 y 80 ml/min. Se llevaron a cabo una serie de ensayos utilizando una solucién LVCR al 1% p/p, acetato de etilo
prehumedecido, y un agente reticulante de cloruro célcico utilizando el sistema de la Figura 1. Después de la recogida
y el secado, cada muestra se tamizé a través de una malla de 250 um para segregar las particulas mas grandes de
la masa como indicador de la cantidad de aglomeracién producida. La Tabla 1 siguiente identifica el porcentaje de
producto prensado recuperado inferior a 250 micras.
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TABLA T
LVCR EtOAc Reticulacion % de producto
Numero de Velocidad de Velocidad de Velocidad de picado tamizado
muestra flujo (mi/min)  flujo (mi/min)  flujo (ml/min) Inferior a 250 ym
1 10 50 70 95
2 10 30 70 0
3 10 80 70 84
4 15,3 50 70 84
5 15,3 30 70 Producto con
escamas
6 15,3 80 70 1
7 24 60 70 90
8 24 80 70 71
9 37 50 70 74
10 37 80 70 31
11 25 60 40 66

Se utilizaron unos andlisis adicionales de las particulas que presentan un tamafio inferior a 250 micras utilizando
tanto el andlisis de tamafio Malvern como el Horiba. La clasificacién por tamafio de Malvern 2600c es una técnica
de clasificacién por tamafio conocida basada en los principios de de difraccion por ldser utilizando un clasificador
de tamafio de gotitas y de particulas, disponible en Malvern Instruments Co., Inc., (Southborough, MA). El andlisis
Horiba es una técnica de clasificacion por tamafio conocida basada en las técnicas de sedimentacion de particulas y
se lleva a cabo utilizando un analizador de distribucién del tamafio de particulas Horiba CAPA-700, disponible en
Horiba Instruments, Inc. (Irving, CA). La clasificacién por tamaiio en el analizador Horiba se basa en las propiedades
aerodindmicas de las particulas, y los resultados se presentan como didmetro aerodindmico medio de 1a masa (DAMM)
y porcentaje de particulas en unos intervalos de tamafio representativos. La Tabla 2 siguiente presenta los resultados
de dichos andlisis para las muestras seleccionadas de la Tabla 1.

TABLA 2

Clasificacion por tamario de las particulas

Horiba Malvern
Nimero
de Medio % % Medio % % <
muestra {(um) S100um =10 um {(um) <100 ym 10 um
1 46,3 86,4 1.9 48,2 94,7 0,9
3 58,6 73,7 1,3 65,4 86,2 0,5
7 61,1 76,7 1,0 54,0 94,1 0,6

Preferentemente, la velocidad de flujo del agente reticulante es tan baja como sea posible con el fin de crear
suficiente turbulencia dentro de la segunda cdmara de mezcla (108) para mezclar las microparticulas con el agente
reticulante sin generar un exceso de turbulencia para reducir el tamafio de las particulas. En una forma de realizacién
preferida, se introduce LVCR al 1% p/p con ICAM-1 en la primera cdmara de mezcla a una velocidad de flujo de
aproximadamente 5 ml/min. Se introduce acetato de etilo prehumedecido (2,8% de agua) en la primera cimara de
mezcla a una velocidad de flujo de aproximadamente 83 ml/min.

El agente reticulante puede ser cualquier agente que reaccione con el emulsionante para solidificar las microparti-
culas. En una forma de realizacion preferida, el cloruro cdlcico se utiliza como agente reticulante cuando el alginato
sddico se utiliza para formar la emulsién. Se pueden utilizar otras sales de calcio, siempre que sean solubles en el
solvente o en una mezcla de solvente. En el procedimiento de reticulacion, el sodio del alginato sédico se puede susti-
tuir por el calcio, produciendo unas microparticulas de alginato célcico no soluble en agua cargadas con ICAM-1. En
dicha forma de realizacion, la sal de calcio se disuelve en una cantidad de solvente deshidratrante, como la acetona
y el alcohol etilico que deshidrata las microparticulas. Preferentemente, la solucién de reticulacién incluye CaCl, al
0,8% en acetona al 60% y etanol al 40%.
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En la forma de realizacién de ICAM-1/LVCR, el cloruro célcico estd presente en un exceso estequiométrico sufi-
ciente para reticular completamente el alginato sédico en una solucién de LVCR sin producir un precipitado de cloruro
célcico en el producto final. Ademads, si las concentraciones de cloruro célcico son demasiado elevadas, se produce una
cantidad excesiva de reticulacion, que evita la formacién de microparticulas individuales. El producto final entonces
es o bien una matriz continua de material reticulado o unas particulas no esféricas grandes (es decir, 1-2 mm).

Los solventes que se pueden utilizar con el agente reticulante comprenden la acetona, que no degrada la ICAM-
1 tan facilmente como otros solventes, como el alcohol isopropilico. Los diferentes solventes se pueden utilizar con-
juntamente con otros fairmacos, y puede depender por lo menos en parte de la solubilidad del farmaco en cuestion.
Cada solvente presenta sus ventajas y sus inconvenientes. La acetona deshidrata facilmente las microparticulas reticu-
ladas pero no disuelve el cloruro cdlcico. El etanol es miscible facilmente con otros solventes en el sistema presente,
y disuelve rapidamente el cloruro célcico, pero puede dar como resultado unas cargas bajas de farmaco, por ejemplo
cuando se utiliza en un sistema de carga con ICAM-1, si el fairmaco es soluble en etanol. El uso de alcohol isopropilico
puede dar como resultado un secado rapido del producto que se puede manipular correctamente, pero puede dar como
resultado unas cargas bajas de farmaco. Al usar la combinacién de acetona/etanol, como 85/15, 70/30 o 65/35, puede
conllevar unas cargas mayores pero representa un coste de producciéon aumentado debido al uso de dos solventes.

Los solventes se seleccionan por su coste, adecuacion al procedimiento, y al uso habitual existente en la industria
farmacéutica. La acetona se puede mezclar con etanol mejor que con agua, porque el agua es generalmente inmiscible
con otros solventes del procedimiento y se elimina el efluente final. Dicha separacién de fase resulta indeseable para
las microparticulas cargadas con ICAM-1 debido a la pérdida potencial de ICAM-1 en la fase acuosa, la aglomeracién
del producto y la deshidratacion incompleta. Se prefiere una cantidad suficiente de etanol tanto para disolver el cloruro
célcico como para evitar una mezcla en dos fases en el efluente.

Un factor importante para la determinacién del éxito del sistema presente y el procedimiento es la carga y el
rendimiento de farmaco en las microparticulas. Para ICAM-1, el rendimiento deseado es superior al 80%. Las pérdidas
en el rendimiento total incluye la ICAM-1 perdida en el procedimiento del filtrado asi como el aclarado del filtrado,
pérdidas debidas a la desactivacién de la ICAM-1, y pérdidas en la fraccién de la microparticulas fuera del intervalo
de tamafio de microparticulas deseado.

Las mediciones de carga de la ICAM-1 se pueden determinar mediante filtracién de la ICAM-1 de las microparti-
culas o por disolucién completa de las microparticulas y el anélisis de la concentracién mediante cromatografia liquida
de alta presiéon (HPLC) o nefelometria, o mediante otros procedimientos que son o pueden ser conocidos en la técnica.

Los solventes reticulantes etanol, acetona/etanol 85/15, acetona/etanol 70/30, acetona/etanol 65/35 e isopropanol
se pueden utilizar para un sistema ICAM-1/alginato s6édico como se describe a continuacién en la presente memoria.
La Tabla 3 siguiente muestra los resultados obtenidos a partir de unos ensayos que utilizan isopropanol, acetona/etanol
70/30 y etanol como solventes de agentes reticulantes. La Tabla 3 presenta la fraccién de particulas inferiores a 100
um y el rendimiento total de ICAM-1, calculado multiplicando la fraccién de carga de ICAM-1 por la fracciéon de
particulas inferiores a 100 ym.

Tal como se presenta en la Tabla 3, el sistema acetona/etanol 70/30 produjo esencialmente un 100% de carga de
ICAM-1 al 10%, y 82% de las microparticulas tuvieron un tamaiio inferior a 100 um de didmetro. El rendimiento
total, que se determind por el rendimiento en peso seco, tiempos, rendimiento de tamizado, fue de un 82% tedrico.

TABLA 3

Carga de ICAM-1 para isopropanol, acetona/etanol 70/30 y etanol. Solucion reticulante

%
% carga rendimiento
Numero de Solucion de de % inferior total de

muestra reticulacion ICAM-1 a 100 uym ICAM-1

1 isopropanol 58 -- -

2 acetona/eta 100 82 82
nol 70/30

3 Etanol 65 98 84

Cuando se pone en prictica el sistema de la invencién en un entorno comercial, como se muestra en la Figura 2, la
solucién farmaco/polimero, el emulsionante, y las soluciones de reticulacién se preparan en recipientes separados (202,
204, 206, respectivamente). Cada una de las soluciones se puede transferir después desde los recipientes (202, 204,
206), utilizando un dispositivo de bomba de control de flujo (116), a través de un filtro de esterilizacién de tamafio de
poro adecuado (208); por ejemplo, 0,2 micras, y se almacena en unos tanques de contencion estériles separados (212,
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214, 216, respectivamente). Se puede incluir un segundo paso de filtracién estéril antes de introducir las soluciones en
los bloques de mezcla (100).

Al utilizar unos dispositivos de bomba de control de flujo (116) o bien un tnico aparato con bomba de control de
flujo que presenta varias entradas y salidas que permiten unas velocidades de flujo separadas para cada solucién, se
bombean las soluciones de los tanques de contencidn estériles (212, 214, 216) y hacia el bloque de mezcla (100) a
través de los orificios adecuados. Se puede utilizar un entubado flexible para transferir las soluciones desde cada uno
de los recipientes al bloque de mezcla (100).

Puede resultar preferible cebar los dispositivos de bombas de entrada (116) con una solucién tampoén para cada una
de las soluciones que se van a introducir a el bloque de mezcla (100). La entrada de la solucién de farmaco/polimero
que se incorpora en la primera cdmara de mezcla (102) puede ser previa o posterior a que se inicie la entrada del
emulsionante. En determinadas circunstancias puede incrementar la relacién coste/efectividad del procedimiento el
hecho de reducir la cantidad de farmaco residual introducido en el bloque de mezcla (100) mediante la introduccién
inicialmente del emulsionante en la primera cdmara de mezcla (102) antes de introducir la solucién farmaco/polimero.

El diagrama de flujo de la Figura 3 resume un procedimiento preferido para la puesta en prictica de la presente
invencién. La solucién de farmaco/polimero se introduce (302) en una primera cdmara de mezcla (102) preferente-
mente de forma simultdnea a la introduccién (304) del emulsionante en la primera cdmara de mezcla (102), formando
de este modo (306) una emulsién que contiene las microparticulas y el solvente. Después se transfiere la emulsién
(308) a la segunda cdmara de mezcla (108), momento en el que se introduce un agente reticulante (310) en la cdmara
(108).

El espacio de tiempo que permanece la emulsién en la primera cdmara y la solucion de reticulaciéon permanece en la
segunda cadmara esta en funcidn de las velocidades de flujo de las corrientes individuales que fluyen hacia las cdmaras
respectivas. Debido a que tanto la formacién de microparticulas como la reticulacién se producen sustancialmente
instantdneamente, es decir, en menos de aproximadamente 2 segundos, no se precisa un periodo de incubacién en
ninguna de las cdmaras.

Cuando la mezcla de las microparticulas y el solvente de reticulacion salen del bloque de mezcla (110), se filtra
la mezcla (312) a través de un filtro o un tamiz (218) que retiene las microparticulas superiores al tamafio minimo
predeterminado. En una forma de realizacién preferida, las microparticulas que contienen ICAM-1 se filtran mediante
un material de filtro comercial estdndar. El filtro puede recuperar las particulas que presentan un didmetro superior a
aproximadamente 20 um, eliminando unas microparticulas inferiores a 20 um, posiblemente en un tanque de recupe-
racion de residuos (118). Alternativamente, el filtro (218) puede filtrar inicialmente particulas que son superiores a,
por ejemplo 200 um, con la filtracién consiguiente para eliminar las particulas mas pequefias.

Las particulas en el filtro (218) se someten a continuacién a un primer lavado (314). En una forma de realizacion,
y como se muestra en la Figura 2, la primera etapa de lavado (314) implica la utilizacién de una bomba de control de
flujo (116) para transportar la primera solucién de lavado de un contenedor (224), a través de un filtro estéril (208)
hacia un receptdculo (226).

La primera solucién de lavado puede ser cualquier solucién de deshidratacién, como acetona, un alcohol, o una
combinacién de ambos. Resulta preferible un primer lavado con aproximadamente etanol al 10%, acetona al 90% o
isopropanol al 90% o acetato de etilo al 90%. A pesar de que algunas soluciones pueden deshidratar la microparticula
rdpida y minuciosamente, es posible que algunas soluciones puedan afectar a la eficacia del farmaco cargado en las
microparticulas de interés. La primera etapa de lavado (314) se destina a eliminar el exceso de agente reticulante, por
ejemplo, cloruro célcico, sin precipitacién. La primera etapa de lavado (314) también se destina a eliminar el exceso
de emulsionante, es decir acetato de etilo.

Después de la primera etapa de lavado (314), se lleva a cabo preferentemente una segunda etapa de lavado (316)
de forma similar a la primera etapa de lavado (34). Es decir, como se muestra en la Figura 2, se transfiere una segunda
solucién de lavado a través de un dispositivo de bomba de control de flujo (116) desde un contenedor (228), a través
de un filtro estéril (208) hacia un recepticulo (230). La segunda etapa de lavado (316) se puede realizar utilizando
las mismas soluciones que en la primera etapa de lavado (314), o bien una variacién. Las soluciones utilizadas en la
segunda etapa de lavado (316) también deben deshidratar las microparticulas, de este modo dichas soluciones pueden
incluir acetona sola, isopropanol, o acetato de etilo entre otros. La segunda etapa de lavado (316) se destina a eliminar
el residuo de las soluciones del primer lavado. De este modo, una solucién de segundo lavado preferida puede ser
acetona al 100%.

Las microparticulas se pueden recuperar (232) utilizando varios procedimientos conocidos en la técnica. En un
procedimiento de recoleccion directa, la muestra se recoge directamente en un embudo Buchner con filtro o en otro
filtro que se pueda utilizar para la produccién industrial. El filtrado se pasa a través del filtro mediante succién aplicada,
y se forma una pasta de microparticulas cuando se recoge el producto en el filtro.

Otro procedimiento de recolecciéon implica la recoleccién de la corriente colateral (es decir microparticulas y
solventes) en un recipiente que permite mantener el producto durante un periodo de tiempo especificado (por ejemplo,
0-48 horas) y filtrar a continuacién la muestra. El tiempo de contacto de las microparticulas con el solvente puede
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separar el farmaco o la proteina de las microparticulas, pero puede proporcionar una mayor deshidratacién de las
microparticulas cuando el sistema de solvente utilizado es uno que tiene una gran afinidad por el agua.

La pasta de filtro que permanece en el filtro después de la segunda etapa de lavado (316) se puede a continuacién
recoger y colocar en un receptdculo para una etapa de secado (318). Preferentemente, la sustancia filtrada se coloca en
un horno de secado al vacio durante un periodo largo de tiempo, es decir a una temperatura de aproximadamente 50°C
durante méas de 8 horas. La duracion del tiempo, la temperatura y el vacio dependen de la composicién especifica de
las microparticulas y del volumen de produccién. Sin embargo, las microparticulas se pueden rehidratar y recuperar
hasta un 5-10% de su peso mediante exposicién a un ambiente himedo.

Como etapa final, las particulas secas se puede disgregar (320), por ejemplo en un sistema de mano y mortero
o cualquier sistema similar adaptado para su uso comercial, en un producto final de aspecto de polvo fino y, si es
necesario, se tamiza para proporcionar la distribucién de tamafio deseada. Un producto final deseado del procedimiento
es una cantidad de microparticulas no aglomeradas dentro del intervalo de didmetro deseado, y que presenta una carga
de farmaco dentro de un intervalo deseado.

Se puede a continuacion formular el producto de microparticulas, utilizando las formulaciones estdndar conocidas
y disponibles para los expertos en la materia, para un dispositivo de liberacién nasal del farmaco. Las microparticulas
cargadas con firmaco producidas segun la presente invencidn poseen unas propiedades de adhesion a la via nasal, y de
liberacién gradual del farmaco contenido en el interior hacia el sistema circulatorio del paciente receptor. El alginato
en las microparticulas interactia con la mucosa contenida en la via nasal para formar una sustancia de aspecto similar
a un gel que se adhiere a la superficie de la via nasal de manera que se libera el formaco.

En una forma de realizacién de un procedimiento de produccién a escala industrial que utiliza la presente inven-
cion, se pueden utilizar las siguientes cantidades de los componentes para un ensayo de produccién de 250 gramos:
aproximadamente 35 gramos de ICAM-1, aproximadamente 70 litros de acetona, aproximadamente 50 litros de etanol,
y aproximadamente 120 litros de acetato de etilo para el procedimiento. Las etapas de lavado asociadas pueden reque-
rir aproximadamente 12 litros de acetona y aproximadamente 1 litros de etanol. Varios bloques de mezcla del tipo que
se presenta en la Figura 4 pueden funcionar en paralelo para conseguir el ensayo de produccién deseado. Alternati-
vamente, pueden funcionar varias combinaciones de sistemas que actian en paralelo para la produccién comercial de
microparticulas de alginato célcico cargados con ICAM-1.

Los ejemplos siguientes no limitativos son unas formas de realizacién representativas del sistema de la invencién
y del procedimiento descritos anteriormente.

Ejemplos
Ejemplo 1

En el presente ejemplo, el efluente es LVCR al 1% p/p y ICAM-1 al 0,11%, el emulsionante es acetato de etilo
prehumedecido (agua 2,8%), y la solucidn de reticulacion es cloruro célcico al 0,8% en etanol. Para el LVCR cargado
con ICAM-1, el intervalo de didmetro de particula deseado se encuentra entre 20 um y 80 um, mds preferentemente
una media de entre 40 um y 50 um. La carga de ICAM-1 deseada es de aproximadamente 10%, y el objetivo en cuanto
a la recuperacion es de aproximadamente 80% a aproximadamente el 100%.

Al utilizar el bloque de mezcla que se presenta en la Figura 4, la velocidad de flujo de la corriente de LVCR
varia de 15 a 45 mililitros por minuto (ml/ min) y la velocidad de flujo de la corriente del acetato de etilo varia de
61 a 106 ml/ min. La Tabla 4 muestra un unos resultados representativos de una muestra obtenido utilizando dichos
pardmetros.

TABLA 4
Flujo ml/min Clasificacion por tamafio de
Malvern
Numero % inferior
de Medio a % inferior
muestra LVCR EtOACc Reticulacion {(um) 100 um a 8,8 um
1 15 61 70 88,4 63,8 0,3
2 22 68 70 95,0 58,8 0,3
3 28 73 70 100,6 53,4 0,2
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Ejemplo 2

Se realizaron una serie de ensayos para determinar si el didmetro del orificio utilizado para introducir la corriente
efluente en la primera cdmara de mezcla produce algtin efecto sobre el tamafio y la distribucién de las microparticulas
producidas.

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando el sistema presentado en la Figura 4, y una solucién del LVCR al 1%
p/p- El didmetro interior del orificio de LVCR se aumenté de 0,034 cm a 0,069 cm, y se variaron las velocidades de
flujo de la solucidon de LVCR y de las soluciones de acetato de etilo. La velocidad de flujo del agente reticulante se
mantuvo constante. Los resultados de dichos ensayos se describen en la Tabla 5 siguiente:

TABLA 5

Condiciones de funcionamiento y Resultados del tamizado

Didmetro %
Numero  interior inferiora % inferior a
de LVCR LVCR EtOAc Reticulacion 100 ym 250 um
muestra (pulgadas)
1 0,0135 28 89 70 279 40,2
2 0,0135 28 72 70 49,5 74,6
3 0,0135 31 72 70 17,9 64,0
4 0,0135 29 72 70 31,3 74,4
5 0,027 28 72 70 16,9 40,2
6 0,027 31 72 70 34,8 50,4
7 0,027 31 56 70 17,8 46,5
8 0,0135 14 28 70 49,5 95,7
9 0,0135 28 72 70 46,7 85,3

Los resultados de la Tabla 4 muestran que en todos los casos, mas del 15% de las particulas fue mds grande de 100
pm, y en algunos casos casi el 50% de las particulas eran superiores a 100 um de didmetro. Los resultados indican que
el tamaio de particula no depende dnicamente del didmetro del orificio del LVCR. Otros factores, como el didmetro
interior de la cdmara de mezcla, la velocidad de flujo, la turbulencia interna pueden ser otros factores que afectan al
tamafio de particula.

Ejemplo 3

Se utiliz6é alcohol isopropilico como solvente de reticulacion para la solucion ICAM-1/LVCR. Los resultados
muestran que las microparticulas producidas utilizando alcohol isopropilico como solvente de reticulacién se secan
mds rdpidamente y se manipulan mejor que las microparticulas producidas utilizando acetona u otros alcoholes.

En el presente ejemplo, se utilizaron una velocidad de flujo de LVCR de 14 ml/min y una velocidad de flujo de
acetato de etilo de 65 ml/min en el bloque de la Figura 4. Utilizando unas soluciones de polimero no cargadas, fue
posible producir 45 gramos de microparticulas no cargadas en aproximadamente 5 horas (es decir, velocidad de 0,16
g/min). De los 45 gramos recogidos, 37,2 gramos, es decir el 83% fueron mds pequefios de 100 ym.

La clasificacién por tamafio en un aparato Horiba de las particulas tamizadas a través de una malla de 100 ym
produjo un tamafio medio de 47 um, siendo el 89% inferior a 100 um y siendo el 4,4% inferior a 10 um. De este modo,
para LVCR no cargado se consigui6 que las particulas presenten el intervalo de tamafio de didmetro medio deseado de
40 pum a 50 um.

Ejemplo 4

Se realizaron un grupo de ensayos en masa de 50 gramos utilizando LVCR tanto cargado como sin ICAM-1 para
ensayar la longevidad del sistema inventivo durante el ensayo. En el presente ejemplo, se utilizé acetato de etilo
himedo (agua al 2,8%) como emulsionante y se utilizé LVCR al 1% p/p. La velocidad de flujo del conjunto para la
corriente de LVCR fue de 15,5 ml/min y la velocidad de flujo del conjunto para las corrientes de acetato de etilo y de
la solucién de reticulacion fue de 70 ml/min. La solucién de LVCR se tampond utilizando o bien Histidina 10 mM o
Tris 10 mM y después se utilizé a continuacién ICAM-1, conteniendo la solucién de LVCR asimismo 2,3% (p/v) de
ICAM-1 al 10% en peso.
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Los resultados de dichos ensayos se resumen en la Tabla 6 siguiente.

TABLA 6
% de ICAM-1
Numero de Solucién de tedricamente % pt de producto
muestra Tampén Reticulacion cargada (<100 um)

1 Tris, 10 mM Acetona/EtOH 91 82
70/30

2 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH 81 94
70/30

3 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH 78 98
65/35

4 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH 67 86
65/35

5 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH 86 77
60/40

6 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH 93 50
60/40

7 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH No ICAM 92
60/40

8 Histidina, 10 mM  Acetona/EtOH No ICAM 76
60/40

Tal como se muestra en la Tabla 6, la carga de ICAM-1 en las muestras de histidina se encuentra en el mismo
intervalo que el de la muestra de TRIS. Las otras entradas muestran que cuando la proporcién de acetona a etanol
varia, la carga se mantiene a aproximadamente el 80% tedrico. La carga de ICAM-1 de las muestras fue de forma
reproducible superior a 75% de carga tedrica.

Ejemplo 5
En el presente ejemplo, las muestras que se secaron inicialmente durante 12 horas o 3 dias en un horno de vacio
se volvieron a secar en el horno durante un periodo adicional de 4 ¢ 10 horas, respectivamente. Después del segundo

secado, se pesaron, se dejaron para equilibrarse a las condiciones ambientales y se pesaron de nuevo. La Tabla 7
siguiente presenta los resultados de dichos estudios de secado.

TABLA 7

Pérdida en el segundo secado

Namero de | Tiempo de | rH% durante | Tiempo se rH% % Masa % Masa
muestra secado la primera segundo durante | perdida perdida
inicial pesada secado la durante | después de
segunda el permitir que

pesada | segundo | vuelva al
secado equilibrio

1 12h 48 4h N/A 13,2 -
2 12h 48 4h N/A 12,9 -
3 12 h 48 4h N/A 8.8 -
4 3 dias 30 10 h 33 3,1 -25
5 3 dias 30 10h 33 -0,1 -74
6 3 dias 30 10h 33 28,7 20,5
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Las muestras que se secaron inicialmente durante 12 horas perdieron aproximadamente 10% de agua debido al
segundo secado. Sin embargo, dichas muestras se trataron inicialmente bajo unas condiciones himedas (es decir;
48% rH) y podrian haber perdido sélo el agua ganada durante el procesamiento. Las muestras secadas inicialmente
durante 3 dias presentaron unos resultados variables. En algunos casos, no se observé esencialmente una pérdida de
agua después del segundo secado. Sin embargo, en otros casos, se detecté una pérdida sustancial de peso después
del segundo secado. En todas las muestras, las microparticulas ganaron peso después de alcanzar el equilibrio en
condiciones ambientales.

A pesar de que la presente invencién se ha descrito en términos de procedimientos y composiciones especificas, se
entiende que los expertos en la materia podrdn introducir variaciones y modificaciones segtin la consideracion de la
presente invencion.

Por ejemplo, se espera que unos fragmentos mas pequefios de proteina y péptidos derivados de la ICAM-1 que
contienen todavia el sitio de unién del virus puedan ser eficaces para la encapsulacion y la liberaciéon como se describe
en la presente memoria.

A pesar de que la forma preferida de la presente invencién se describe en términos de la t-ICAM 453 en una mi-
croparticula de alginato, se espera que otras proteinas y polipéptidos puedan resultar adecuadas para la carga en una
microparticula de alginato, y que la ICAM-1 pueda ser utilizada combinada con otro material diferente del alginato.
Se espera que el procedimiento y el sistema generales de la presente invencion para la produccién de microparticu-
las cargadas con ICAM-1 se puedan utilizar para preparar otras microparticulas cargadas con numerosos farmacos
diferentes.

Se espera que sean introducidas numerosas modificaciones y variaciones en la invencion tal como se describe
en los ejemplos ilustrativos por parte de los expertos en la técnica y por consiguiente inicamente se aplicardn las
limitaciones tal como aparecen en las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, se pretende en las reivindicaciones adjuntas cubrir todas las variaciones equivalentes compren-
didas dentro del alcance de la invencion tal como se reivindica.
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REIVINDICACIONES
1. Aparato para la formacién de microparticulas cargadas con un farmaco, que comprende:
una primera cdmara de mezcla, comprendiendo dicha primera cdmara

un primer orificio adaptado para introducir axialmente en dicha primera cimara de mezcla, una primera corriente
de una primera solucién que comprende unas cantidades predeterminadas de dicho farmaco y un polimero formador
de microparticulas, y

un segundo orificio préximo a dicho primer orificio adaptado para introducir una segunda corriente de un emul-
sionante en dicha primera corriente, para formar una emulsién en dicha primera cdmara de mezcla, presentando dicho
segundo orificio un didmetro y una orientacién a dicha primera cdmara de mezcla en la que dicha segunda corriente
estd dirigida a romper dicha primera solucién en particulas pequenas, y dicho segundo orificio influye en dicha segun-
da corriente y dicha primera corriente para formar dichas particulas pequefias y para desplazarse segtin una trayectoria
helicoidal en dicha primera cdmara de mezcla, y

una segunda cdmara de mezcla, axialmente adyacente a dicha primera cdmara de mezcla, que comprende un
tercer orificio adaptado para introducir una solucién de reticulacién, conteniendo dicha solucién de reticulacién una
cantidad predeterminada de un agente reticulante en un solvente de reticulacion, en dicha segunda cdmara de mezcla,
presentando dicho tercer orificio un didmetro y una orientacién a dicha segunda cdmara de mezcla en la que dicho
agente reticulante se inyecta ortogonal a y desplazado respecto a un eje de dicha segunda cdmara de mezcla, en la que
dicho agente reticulante estd dirigido por dicho tercer orificio en dicha primera corriente y dicha segunda corriente
creando un flujo helicoidal turbulento.

2. Aparato segtin reivindicacién 1, en el que dicha segunda corriente es tangencial a dicha primera corriente.

3. Aparato segtin la reivindicacién 2, en el que dicha segunda corriente estd desplazada respecto a dicha primera
corriente.

4. Aparato segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que por lo menos una de dicha primera y dicha
segunda camaras de mezcla es un material no metalico.

5. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho farmaco es uno de entre el grupo
constituido por: molécula de adhesién intercelular ICAM-1, proteinas, péptidos, vacunas y fdrmacos solubles en agua.

6. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho polimero es un alginato.

7. Aparato segin la reivindicacién 6, en el que dicho alginato se selecciona de entre alginato sddico, alginato
célcico sédico, alginato potésico y alginato de propilenglicol.

8. Aparato segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho emulsionante se selecciona de entre
acetato de etilo y hexano.

9. Aparato segun la reivindicacién 8, en el que dicho emulsionante comprende acetato de etilo prehumedecido con
agua.

10. Aparato segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho agente reticulante es el cloruro
célcico.

11. Aparato segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho solvente de reticulacion se selec-
ciona de entre alcohol isopropilico, etanol, mezclas de acetona/etanol.

12. Aparato segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha primera cdmara de mezcla es
contigua a dicha segunda cdmara de mezcla.

13. Aparato segun la reivindicacién 1, en el que dicho farmaco es ICAM-1, dicho polimero comprende alginato
sodico, dicho emulsionante comprende acetato de etilo prehumedecido, dicho agente reticulante comprende cloruro
célcico y dicho solvente de reticulaciéon comprende una mezcla de etanol/acetona.

14. Procedimiento para la produccién de microparticulas cargadas con farmaco, que comprende las etapas siguien-
tes:

A. introducir una corriente que comprende un alginato y el formaco a una velocidad de flujo predeterminada
en una primera cdmara de mezcla para formar las gotitas de alginato que contienen el farmaco,
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B. introducir una corriente de un emulsionante a una velocidad de flujo predeterminada en dicha primera
camara de mezcla;

C. formar una emulsién de dichas gotitas de alginato y dicho emulsionante en dicha primera cimara de mezcla;
y

D. transportar dicha solucién desde dicha primera cimara de mezcla y hacia un recipiente que contiene una
cantidad de agente reticulante; y

E. introducir un agente reticulante a una velocidad predeterminada en dicha segunda cdmara de mezcla para
formar las microparticulas de alginato que contienen dicho farmaco.

15. Procedimiento segln la reivindicacién 14, en el que dicha etapa de introduccién de la corriente de emulsion
comprende ademads la introduccién de la corriente emulsién en dicha primera cimara de mezcla tangencial a dicha
corriente de alginato y fdrmaco.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, que comprende ademds la introduccién de una corriente de emul-
sionante en dicha primera cdmara de mezcla desplazada respecto a dicha corriente de alginato y farmaco.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 14, en el que dicha etapa de introduccion del agente reticulante com-
prende ademds la introduccion de dicho agente reticulante tangencial a dicha corriente de emulsién y en dicha segunda
cdmara de mezcla.

18. Procedimiento segin la reivindicacion 14, en el que dicho farmaco comprende una molécula de adhesion
intracelular ICAM-1.

19. Procedimiento segutn la reivindicacién 14, en el que dicho alginato es uno de entre el grupo de alginatos
constituido por alginato sédico, alginato cdlcico sédico, alginato potésico y alginato de propilenglicol.

20. Procedimiento segtn la reivindicacién 19, en el que el alginato es el alginato sédico.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que dicho emulsionante es uno de entre el grupo de solventes
constituido por acetato de etilo y hexano.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 19, que comprende ademas la etapa que consiste en, después de la etapa
de reticulacidn, aclarar dichas microparticulas con una solucién de aclarado para deshidratar dichas microparticulas.

23. Procedimiento segtn la reivindicacién 22, en el que dicha solucién de aclarado es una de entre el grupo
constituido por acetato de etilo, isopropanol, etanol; y sus mezclas.

24. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicho farmaco es ICAM-1, dicho polimero es el alginato

sddico, dicho emulsionante comprende acetato de etilo prehumedecido con agua, y dicho agente reticulante comprende
un cloruro célcico.
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